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L& néi dau
TCVN 10021:2013 hoan toan twong dwong voi ISO 15163:2012;

TCVN 10021:2013 do Ban k¥ thuét tiéu chuén quéc gia TCVN/TC/IF12
Sira va san phdm sira bién soan, Téng cyc Tiéu chuan Do luéng
Chét lwgng thdm dinh, BS Khoa hoc va Céng nghé cong bd.



TIEU CHUAN QuUOC GIA TCVN 10021:2013

Sira va san pham siva — Rennet bé va rennet bo —
Xac dinh ham lwong chymosin va pepsin bo
bang phwong phap sac ky

Milk and milk products — Calf rennet and adult bovine rennet —
Determination by chromatography of chymosin and bovine pepsin contents

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phwong phap chudn dé xac dinh ham Iwegng chymosin va pepsin bd ¢6 trong
méu thr rennet bé va rennet bo. Ngoai ra, phwong phap nay co thé dwgc dung cho hén hgp cla
rennet bé/bd ¢d chymosin bd dwgc san xuét bang lén men (FPC).

2 Tailiéu vién dan

CAc tai liéu vién dan sau |a rét cén thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Ddi vé&i cac tai liéu vién dan
ghi nam cdng bé thi ap dung phién ban dwoc néu. Béi véi cac tai liéu vién dan khéng ghi ndm céng bd
thi &p dyng phién ban mé&i nhét, bao gbm ca cac stra ddi.

ISO 11815 Milk — Detemination of total milk-clotting activity of bovine rennets (Sira — Xéac dinh hoat do
déng tu siva téng s cta rennet bo).

3 Nguyén tic

Bwéc thir nhat, mau rennet dwoe khir mudi va tach cac enzym chymosin va pepsin bo trén cot trao ddi
anion®® Buwdc thir hai, hoat d6 déng tu sira clia tirng enzym da tach ra duwoc xac dinh bing
ISO 11815 (stra hodn nguyén c6 pH 6,5). Thanh phan enzym clia miu rennet dwoc biéu thi bing phan
tram hoat dd chymosin va phan trdm hoat dd pepsin trén tdng hoat dé cla hai thanh phén tinh béng
Pon vi Pang tu Stra Québc t& (IMCU), hoac cac két qua dwgc bidu thj bang miligam trén lit chymosin
hoat dong va miligam trén lit pepsin hoat dong.
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Hoat d6 déng tu sira tdng s& mé dau clia bot chat chudn déi chirng rennet bé va mé dau cia bdt chét
chudn déi chirng rennet bd 1a 1 000 IMCU/g. Céc chét chudn déi chirng tiép theo phai teong Gng véi
cac chét chuan ddi chirng tredc d6 (xem ISO 11815).

Tiéu chudn nay quy dinh viéc cai dat séc ky trao d@di anion thi cong va ty dong.

Phuong phap nay la phwong phap chun, do d6 moi thay ddi chi dwgc cdng nhan néu c6 thay di van
cho két qua twong duong, 9 13p lai va do t4i Iap it nhat phai bing phuong phap chudn géc. Moi thay
ddi phai duoc néu trong bao cdo két qua thir nghiém (xem Diéu 10).

4 Thubc thiy

Chi stk dyng cac thude thir loai tinh khiét phan tich va nwéc duoc str dung phai 1a nwéc cit hodc nuéc
da loai khoang hogc nwéc c6 @ tinh khiét twong dwong, trir khi 6 quy dinh khac.

41 Resin, cla Fractogel® EMD DEAE (M) (Merck cat. no. 1.16883)" hozic cot nhdi Mono Q® 1 ml (HR
5/5 hodic 5/50 GL tir GE Healthcare)? hodc resin twong duong.

CHU THICH 1: Fractogel® EMD DEAE (M) Ia resin thich hop cho séc ky thi cdng va Mono Q® 14 thich hep cho séc ky ti dong.
ng

CHU THICH2:  Néu Fractogel® va Mono Q Ia cc resin dugrc thay thé béng resin khac, thi phai thay adi cac dung dich dém trong
4,12 va cin danh gi4 lai phuong phap ndy.

4.2 Piperazin ngam sau phén i nwéc (C4H1oN2.6H,0).
4.3 Natri clorua (NaCl).

4.4 Thymol, chit bdo quan tly chon.

4.5 Natri hydroxit (NaOH).

4.6 Dung dich axit clohydric, c(HCI) = 1 mol/l.

4.7 Etanol (C;HsOH), it nhit 96 % thé tich.

4.8 Etanol (C;HsOH), it nhat 20 % thé tich.

Cho 105 ml etanol 96 % (4.7) vao 400 ml nwéc va trdn. Néu phai loc dé khir tring thi loc nude trede khi
trn voi etanol.

" Fractogel” EMD DEAE (M) I vi dy v& sdn phdm phi hop bén sin. Thong tin ndy dua ra tao thuan tién cho ngudi sir dyng
tidu chudin va khéng 4n dinh phai s dyng chung.

? Cot duge nhdi truéc Mono Q® 1 mi 14 vi dy vé sdn phdm phi hop ban sén. Thong tin ndy dua ra tao thuan tién cho ngudi str
dyng tiéu chudn va khéng 4n dinh phai stz dyng ching.
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4.9 Ure, ¢(N;H,CO) = 8 moll.

Hoa 48 g ure trong nuéc va thém nuéc 6é& co tong thé tich 100 ml.

4.10 Ong tham tach, dwong kinh khoang 1 cm (Union Carbide)® hoac loai tong dwong (tiry chon).
CHU THICH: Chét lugng ctia éng thadm tach khdng phai 18 yéu t quyét dinh.

4.11 Cét loai muéi, Bio-Rad — Econopac 10DG (cat. no. 732-2010)*) hodc loai twong dwong (tiy chon).
St dung 6ng thdm tach (4.10) hoac cot khir mudi dé loai mudi cla rennet.

412 Dung dich dém

4121 Dung dich @ém |, piperazin [(CHz)s (NH)2], cf{CH2)s (NH),] = 0,025 molll.

Cén 4,85 g piperazin (4.2) va 42,8 g dung dich axit clohydric (4.6) trong cdc c6 md va trdn. Chuyén dinh
lwgng phan chira trong céc co6 md sang binh dinh mirc mét vach 1 000 mi (5.5), thém nuwéc dén vach va
tron. pH clia dung dich phai bang 5,30 + 0,05, néu khdng thi chinh bing piperazin hozc axit clohydric.
Trwéce khi ste dung, loai khi va bao quan dung dich d&m nhw quy dinh trong 4.12.5.

4.12.2 Dung dich dém ll, ¢(NaCl) = 0,25 moll

Can 14,6 g NaCl cho vao binh dinh mirc mét vach 1 000 ml (5.5). Thém dung dich dém | (4.12.1) dén
vach va trdn. Khdng diéu chinh pH. Chi st dung dung dich dém Il cho phrong phap séc ky cai dat thu
cdng. Trwéc khi sir dung, loai khi va bao quan dung dich @&m nhw quy dinh trong 4.12.5.

4.12.3 Dung dich dém lll, c(NaCl} = 0,50 mol/l

Can 29,2 g NaCl cho vao binh dinh mrc mét vach 1 000 ml (5.5). Thém dung dich dém | (4.12.1) dén
vach va trén. Khéng diéu chinh pH. Chi s dung dung dich dém Il cho phwong phap séc ky cai dat thd
cdng. Trwde khi st dung, loai khi va bao quan dung dich bing dung dich dém nhw quy dinh trong 4.12.5.

4124 Dung dich dém IV, ¢(NaCl) = 1,0 mol/l

Can 58,4 g NaCl cho vao binh dinh mirc mét vach 1 000 ml (5.5). Thém dung dich dém | (4.12.1) dén
vach va trdn. Khéng diéu chinh pH. Triéc khi str dung, loai khi va bdo quan dung dich bing dung dich
dém nhw quy dinh trong 4.12.5.

¥ Union Carbide 12 vi dy v& san phdm phii hop ban s3n. Théng tin ndy dua ra tao thuan tién cho ngudi siv dyng liéu chuén va
khéng 4n dinh phai st dyng chiing.

* Bio-Rad ~ Econopac 10DC la vi dy vé& san phdm phi hgp ban sn. Théng tin ndy dua ra tao thuan tién cho ngudi st dung
tidu chudn va khang 4n dinh phai sty dung ching.
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4.12.5 Loai khiva bao quan

Truwéce khi st dung, loai khi cac dung dich dém | @én IV (4.12.1 dén 4.12.4) trong chan khong hodc béng
bé siéu am. Phuong phap séc ky cai d&t thi cdng bao quan cac dung dich dém | dén IV bang cach thém
vai tinh thé thymol, trong phwong phap séc ky tw déng bdo quan cac dung dich dém | dén IV bang cach
loc khi¥ trung qua bd loc & 16 0,2 pym.

Céc dung dich dém | dén IV khi @& & nhiét do phong c6 thé bén dwgc 5 ngdy hoac khi dé trong ti lanh c6
thé bén dwoc 2 thang.

§ Thiét bi, dung cu

St dung c4c thiét bi, dung cu phong thr nghiém théng thuéng va cu thé nhw sau:

5.1 Bom nhu ddng nhiéu nhanh hodc bom thich hgp khac (chi dung cho cai dat thi cong).
5.2 May do pH, c6 d nhay + 0,01 don vij pH.

5.3 Cot sédc ky, dwdng kinh khodng 1,0 cm, dai 10 cm, c6 mét b didu chinh téc do dong hozc cot
twong dwong thich hgp voi chiéu cao 16p gel 5 cm (chi dung cho cai d&t tha cong).

5.4 B khudy tir.
5.5 Binh dinh mirc mét vach, c6 cac dung tich yéu ciu, TCVN 7153 (ISO 1042).

5.6 Thiét bj FPLC®), AKTA® hodc thiét bj HPLC, thich hop véi myc dich st dung, chi ding cho cai
dat tw déng.

5.7 Thiét bj phong thir nghiém, G& xac dinh thoi gian dong ty (xem ISO 11815).

6 Lay mau

Viéc 14y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén &y miu trong TCVN 6400 (ISO 707).

CHU THICH 1: L&y mau rennet dang 16ng, theo Biéu 9 trong TCVN 6400 (SO 707) va l4y mAu rennet dang bdt theo Didu 13
trong TCVN 6400 (ISO 707).

M&u giri @&n phong thir nghiém phai dung 1a mau dai dién va khdng b thay dbi hodc hw héng trong qua
trinh bao quan hoac van chuyén.

9 EPLC® 1a vi dy v& san phdm phi hgp ban san. Thong tin nay duwa ra tao thuan tién cho ngudi sir dung tiéu chun va khéng
&n dinh phdi sir dyng ching.

®  AKTA® 1a vi dy v& san phdm phi hop ban s&n. Thong tin ndy dua ra tao thuan tién cho ngudi s dung tiéu chudn va khong
4n dinh phai st dung ching.
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CHU THICH 2: Céac san phdm dang bdt co thé tach réi rdt nhanh.

B&o quan cac mau thir & noi tdi & nhiét @ tir 0 °C dén 5 °C.

7 Chuén bi mau thip
7.1 Kiémtra

Truéc khi xac dinh, kiém tra rennet bang phuwong phap thich hop dé chac chan khéng ¢co cac enzym
dong tu sira chinh c¢6 ngudn géc khdng phai tir bd (xem Phuy luc A). Tuy nhién, c6 thé khéng can budc
kidm tra nay néu da biét trwéc rennet chi chira chymossin va pepsin bo.

7.2 Chuan bi cét méi chira Fractogel

Sau khi loai khi trong didu kién chan khdng, rét huyén pht resin Fractogel da chuan bj (4.1) truc tiép ti
chai hogic si¥ dung bé siéu &m sang cét (5.3), cb dinh phrrong thdng ding v&i dau ra md, cho dén khi
|6p resin Fractogel cao 4,5 cm dén 5,5 cm. Khéng dé 16p gel chay khé trong sudt qua trinh van hanh.

Pay dau ra clia éng. Nhing éng dau vao clia bom nhu ddng vao cdc c6 mé chira dung dich dém |
(4.12.1). Néi éng clia bd didu chinh vao éng dau ra clia bom. Chinh toc 6 dong dén 1,3 ml/min + 0,1 mlmin.
Lam ddy éng clia bd didu chinh bang dung dich dém | (4.12.1), nhng tdng thé tich khéng qué 1,5 ml.

Day cot béing bd diéu chinh theo hwdng dén cla nha cung cép cét. Nén Iop gel vai milimet bang bd
didu chinh @& khéng tao khoang tréng trén 16p gel. Khong dé I1an bot khi vao cét. Trang cdt bing dung
dich dém | (4.12.1) trong 5 min & tdc d dong 1,3 mi/min.

7.3 Phuc hdi va can bang resin Fractogel trong cét

Sau khi chuén bi cdt méi va sau mbi I&n sir dung, phuc hdi va can béng resin Fractogel (4.1) trong cét
nhuw sau:

Phuc hdi resin Fractogel trong cft & téc 46 dong 1,3 ml/min sir dyung it nhét 15 ml dung dich dém IV
(4.12.4) (khoang 11,5 min). Can béng cit dung it nhat 40 ml dung dich ém | (4.12.1) (khoéng 30 min).
Luc nay cdt da sin sang dé nap mau.

M&i cdt ¢b thé str dung dwoc 20 1an. Sau khi sir dung thuwong xuyén can ding dung dich NaOH 0,1 mol/l
@8 riva trong 10 min rdi rira bing nuéc trong 10 min dé rira cdt phuc hoi tot hon. Sau dé thye hign quy
trinh phuc héi va can bang théng thrdng nhuw trén.

7.4 Bao quan cét chiva Fractogel

Néu cot d3 dwoc bdo quan qua mét tudn, rika cot véi it nhat 15 ml etanol 20 % (4.8) st dung bom nhu
dong (5.1). Bao quan cdt biing cach dong kin dau vao va dau ra.
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Cot ¢ thé bao quan duoc vai thang & nhiét o phong tranh anh néng tryc tiép.
7.5 Chuéan bj mau thiy

7.5.1 Yéu ciu chung

C6 thé st dung truc tiép mau & dang I6ng, theo 7.5.2.

Déi véi mau renet dang bdt, chuan bj nhw sau: Hoa tan mau rennet dang bot dé cé duge 200 IMCU/m
trong mét lwgng dung dich dém | (4.12.1) thich hop hodc bang cach str dung dung dich dém cé pH 5,5
(xem ISO 11815) trwére khi loai mudi.

Xac dinh thoi gian déng tu ciia mAu rennet hoa tan theo 1ISO 11815 trwéc khi loai mudi. Wéc tinh so bd
nbng d6 clia mau, bing IMCU/mI béng cach do twong (rng véi chat chudn déi chirng rennet bé dé xac
dinh lwong mau can dwa Ién ¢t (7.6.1 hodc 7.6.2).

Néu cac két qua dwoc bidu thj bang miligam trén lit, thi xac dinh thdi gian déng tu clia mau rennet it
nhét hai 14n theo ISO 11815. Khi d6, do thdi gian déng tu ddng thdi hodc do lién tuc “treéc” va “sau”
khi loai muéi.

Trwée khi nap mau Ién cdt, loai mudi bang thadm tach (7.5.2) hodc béng loc gel (7.5.3).
7.5.2 Loai mudi bing thdm tach

Nhing éng thdm tach (4.10) vao nwédc dang sdi trong khodng 5 min va rira phia trong va ngoai éng
béng nwéc.

Tham tach 5 ml mau thir da chudn bj (7.5) dé kiém tra (khodng 900 IMCU) diya theo 500 mi dung dich
dém | (4.12.1) & 4 °C it nhét 5 h nhung khéng qua 20 h. Nén éng thdm tach that chit bing cach dung
tay dong dng @& gidm dich pha loang xuét hién trong qua trinh thdm tach. Ding b khudy tiv (5.4) dé
khudy trong qua trinh thdm tach.

Néu céc két qua biéu thj bang miligam trén lit, xac dinh thei gian dong ty clia mau rennet da thdm tach
it nhét hai 14n theo ISO 11815.

7.5.3 Loai muéi bang loc gel
Thyec hién theo hwréng dan clia nha cung c4p.

Can bang cft loai mudi (4.11) bang dung dich dém | (4.12.1). Bwa 3,3 ml mAu thir da chudn bj (7.5) 1&n
cdt. Rira gidi mau bang 4,0 ml dung dich dém | (4.12.1).
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Déi véi cac mAu thir co chira mdt long nhd chymosin hodc pepsin, thi déi khi can thwe hién quy trinh
néi trén hai lan @& co du hoat d¢ dé co thé xac dinh dwoc thanh phan thép.

Néu cac két qua biéu thi bing miligam trén lit, xac dinh théi gian dong ty cla mau rennet da loc gel it
nhat hai &n theo ISO 11815.

7.5.4 Thei gian si¥ dung cét

P4 kéo dai thdi gian str dung cdt va tranh tic cdt, nén thye hién quy trinh sau day dé lam sach dinh ky
ot loai mubi.

Sau mbi ngay sir dyng, trang ria toan bd cdt bang nwéc voi sach hodc nuéc cét. Cho khoang 5 ml
dung dich ure 8 molf 1&én ¢jt va xa di. Rira lai cft bang nwéc voi va can bang cdt bang cach cho dung
dich dém | (4.12.1) chay qua cot.

Bao quan cdt da can bang & noi mat véi mot it dung dich dém ngép trén bé mat gel. D& bao quan trong
thoi gian dai, nén bdo quan cot trong dung dich dém hoZc trong nudc cat cé b sung chat bdo quan
(xem chi dAn cla nha cung cép). Khi thyc hién theo quy trinh nay thi ¢t co thé st dung dwoc 2 nam
hoac cho dén khi téc d dong gidm dang ké.

7.6 Phan tich rennet da loai mubi
7.6.1 Tach chymossin va pepsin bang cot thong thwong — Cai dat tha céng

Sau khi can bing cdt trong 7.3, st dung may bom (5.1) dwa Ién cot mét luong mau thir da loai mudi
(7.5.2 hoac 7.5.3), béng cach nhing dau cudi éng hit cia bom vao éng dyng mau thir. Cai a3t téc do
dong ¢ 1,3 mi/min.

Lwong mAu thir cin dl d& sau khi tach cho thdi gian dong tu d6i véi phan doan yéu nhét Ia tir 350 s
dén 550 s khi co thé, nhwng khéng qua nhidu dé cb thé phat hién hoat 46 trong phan doan trung gian
hoac trong dich rira giai sau phan doan thi hai. Trong hau hét cac trwéng hop, lvong dung dich mau
thee tie 3 ml dén téi da 5 ml 1a dd. Tuy nhién, tdng lwong IMCU dua 18n ¢t khdng viret quéa 900 IMCU.
Néu két qua dwoc bidu thi bing miligam trén lit thi cin biét chinh xac lwong dua 1én cot. Diéu nay 1a
khong can thiét néu két qua dwgc biéu thj theo ty 1§ phan tram.

Khi méu da vao hét trong éng, rira dng bing 1 ml dung dich dém Il (4.12.2). Tranh [&n bot khi vao 6ng.
Lap lai quy trinh rva khi nwéc riva dAu tién da vao dng hut.

Nhung d4u cudi cia éng hat vao céc ¢6 md cb chiva it nhat 50 mi dung dich dém Il (4.12.2). Thu lay
phén rira giai dau tién vao binh dinh mirc mdt vach 50 ml (5.5). Thu l&y chinh xac khoang 47 ml cho vao
binh dinh mirc mét vach 50 ml hodc binh thich hop khac. Thém dung dich dém Il (4.12.2) dén vach.

1"
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Sau d6 thu ldy 3 ml cho vao cbc nhé c6 md, duoc coi nhw phan doan trung gian.

Sau d6, nhung dau éng hut cia may bom nhu déng (5.1) cho vao cbc cd md chira it nhat 50 mi dung
dich dém Ill (4.12.3). Thu l4y phan doan nia gidi thir hai cho vao mét binh dinh mirc mdt vach 50 ml
(5.5) khac. Thu ly chinh xac 47 ml cho vao mét binh dinh mirc mét vach 50 ml. Thém dung dich @ém Il
(4.12.3) @én vach.

Sau d6 thu Iy 3 ml vao mét cbe ¢6 md nhd, dworc coi 1a phan doan sau.

CHU THICH: Phan doan rira gidi dAu tién chira cac chymesin. Phén doan trung gian dugrc st dung dé kidm tra viéc tach hai
enzym. Phan doan rira gidi thir hai chira pepsin bod. Phan doan sau dugc st dung dé kiém tra xem tét ca cac pepsin da dugc
rira giai hét chua.

Néu méu dugc biét co chira mdt Iong rat nhd chymosin hoZic pepsin thi cac phan doan rira gidi thie
nhéat va thir hai ¢6 thé dugc thu nhan vao cac binh dinh mirc nhd hon, vi dy 25 m.

7.6.2 Tach chymosin va pepsin bing FPLCYAKTA®HPLC - Cai dit tw déng

7.6.2.1 Thyc hién theo cac hwéng ddn chung déi voi thiét bj (5.6) va ¢t Mono Q (4.1) chi st dung cac
dung dich dém | (4.12.1) va IV (4.12.4).

Xay ding chwong trinh phan tich. Kiém tra dd chinh xac clia viéc tach va sy pht hop cla cac két
qua thu drge bing phwong phap chuan cai dat thi cang. Trong cai dat tw dong, phép sac ky duoc
giam 5 1an, nghia la thu 14y cac phan doan 10 ml thay cho cac phan doan 50 ml thu dwoc trong
phuong phdp séc ky cai dat thi cong. Ngoai ra, khdng cén thiét thu Iy phan doan trung gian, vi séc ky
dd cho thay chymosin va pepsin duwgc tach réi hoan toan thanh hai enzym trong mdi lan tach.

Néu cdt khdng duwoc sir dung trong it nhét 24 h thi the hién chay dung dich dém | (4.12.1) thay cho
méu thir.

7.6.2.2 Céc hwong dén sau day vé chwrong trinh phit hop dé ap dung 0,5 ml hodc 1,0 ml dung dich
méu thie.

a) B&t dau (tir 0,0 ml dung dich dém) v&i 100 % dung dich dém | (4.12.1) & tc d6 dong 2 mi/min va ghi
lai & 280 nm. Bom méu, da dwoc dwa trwdc vao vong bom 0,500 ml hozc 1,000 ml mau, 1&n cét.

b) Sau khi rira gidi hét 0,60 ml dung dich dém 1 (4.12.1), b4t dAu thu ldy phan doan thir nhét (phan
doan chira chymosin).

¢) Sau khi rira gidi hét 1,50 ml dung dich dém |, thay dung djch dém | bing hén hop dung dich dém cla
80 % dung dich dém | (4.12.1) va 20 % dung dich d&ém IV (4.12.4) @é riva giai phan doan chymosin.
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d) Sau khi rira giai hét 10,60 ml hén hgp cta dung dich dém 1 va dung dich dém IV, ngirng thu nhan
phén doan thr nhét (thé tich 1a 10 ml) va thay hén hop ctia dung dich dém | va IV béing hdn hop cla
50 % dung dich dém | (4.12.1) va 50 % dung dich dém IV (4.12.4) @& vira rva gidi vira bat dau thu thap
phan doan thir hai (phan doan chira pepsin).

e) Sau khi rira giai hét 20,60 ml hén hgp dung dich dém, ngirng thu nhan phan doan thiy hai (10 ml) va
thay hén hgp 50 % méi dung dich dém 1 va IV bang 100 % dung dich dém IV (4.12.4) @é rira cdt.

f) Sau khi riva gidi tdng 25,60 ml hén hop dung dich dém, thay dung dich dém IV bing 100 % dung
dich dém 1 (4.12.1) dé can béng cot.

@) Sau khi nva giai téng 32,60 ml dung dich dém, thi két thac chwong trinh.
7.6.2.3 Chay séc ky mau thir nhu sau.

Bom trudc rennet da loai mudi vao vong bom 0,500 ml hodc 1,000 ml, lugng IMCU cang nhiéu cang
tt, nhwng tdng khdng qué 180 IMCU. Bét dau chay s&c ky va thu Iy hai phan doan. Xac dinh thdi gian
ddng tu clia phan doan th(r nhat va phan doan thir hai theo 1ISO 11815.

Néu mau dwec biét co chira mdt Iwgng rat nhd clia chymosin (rennet bd) hodc pepsin (rennet bé), thi
¢c6 thé thay bang 5 ml, vi mét Iwgng nhé clia mét trong hai enzym nay duoc rira giai trong phan doan
5 ml rira gidi d&u tién, co thé kiém tra duoc trén séc ky db. Néu tht ca cac enzym dwoc rira gidi trong
phan doan 5 ml dau tién thi hoat d® chi dwoc do trong phan doan doé va viéc tinh duoc diéu chinh
twong vng bang cach chia IMCU/mI cén tinh cho 2. Kiém tra xem phan doan 5 ml khac ¢c6 thdi gian
déng tu Ién hon 1 800 s hay khéng.

Nhin chung, khuyén c4o réing mau cé thanh phan da biét can bao trim cac khodng thdi gian dong tuy
déu dan, dac biét 1a khi sir dung phwong phap cai dat ty dong.

Diéu chinh chwong trinh néu viéc tach chymosin va pepsin 1 khong hoan toan.
7.7 Xac dinh théi gian déng tu

Trén mdi phan doan thu dwoc trong 7.6.1 hodc 7.6.2 that k¥ trwée khi ldy mi phdn miu thir. Chuan bi
cac dung dich pha loang can thiét bang dung dich dém Il (4.12.2) d6i véi phan doan rira gidi dau tién
va bang dung dich dém Il (4.12.3) dbi vé&i phan doan rira giai thir hai.

Xac dinh théi gian déng tu cla phan doan ria gidi dau tién va phan doan riva gidi the hai theo
ISO 11815 trong khi xem xét cac vén dé sau day.
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Xéac dinh phan doan rira gidi dau tién ciing véi dung dich |am viéc déi chirng rennet bé va phan doan
rira gidi thir hai cung véi dung dich 1am viéc @6i chirng rennet bd. Xac dinh thei gian déng tu hai lan
lién tiép dbi v&i mdi cap "dung dich 1am viéc déi chirng-phan doan rlra gidi", st dung thdi gian trung
binh @& tinh két qua.

Ngoai ra, @i v&i mdi phép phén tich déng ty stra trong ISO 11815, c6 thé st dyng thé tich miu Ién
gép nam I&n bd sung vao sira, dé thu dugc thdi gian déng tu trong khodng tir 350 s dén 550 s, khi can.

Tuy nhién, trong nhizng treéng hop ndy, pha lodng dung dich lam viéc @i chirng rennet twong (rng
trong cung dung dich dém nhw da sz dyng dé rira gidi phén cu thé, dé duy tri cac diéu kién déng tu
twong tu @éi véi dung dich mau va dung dich lam viéc ddi chirng rennet. Bidu d6 c6 nghia ring néu
cén dén thé tich mau thir I6n gép ba lan (1,5 ml thay vi 0,5 ml), thi dung dich Iam viéc déi ching rennet
cling c&n dwegc pha loang ba 1an (1,5 ml thay vi 0,5 ml) d6i véi phép thir déng tu (ISO 11815, 9.5.1).

Trong cac phéan doan dich na gidi mau thl ch(ra mirc chymosin hodc pepsin rat thap, thi dwoc phép st
dyng thoi gian ddng tu dai hon 550 s sau khi bd sung khéi lwgng méu Iém gép nam Ian dé thir nghiém.

Xac dinh théi gian déng tu clia cac phan doan riva gidi trung gian va cudi ciing bing cach thém thé tich
Ién gAp ndm lan so véi lvgng mau binh thudng (2,5 mlf25 mi siva). Cac thoi gian ddng ty nay can vuot
qué 1 800 s vi thei gian ddng ty ngén hon cho thay viéc tach khong dat yéu ciu.

Thire hién tat ca cac phép phan tich cang s&m cang tt sau khi tach chymosin va pepsin, vi 6 thé c6
sy bién tinh clia cac enzym trong céc dung dich da pha loang.

8 Tinh va biéu thi két qua
8.1 Tinh hoat d§ chymosin va pepsin, biéu thi bing phin trim

Hoat @& chymosin va pepsin bd, tinh bang IMCU trong mét mililit, nhw dwoc mé ta trong 1SO 11815, cé
thé duwoc chuyén ddi thanh ty 18 phan trdm chymosin, a., va ty |& phan tram pepsin, a,, st dung Cong
thire (1) va Cong thirc (2).

ac=n°X100 )
nc+np
a,=100-a, (2)

Trong dé:
ne & ham lugng chymosin, tinh bing IMCU trén mililit (IMCU/ml);
n, la ham lweng pepsin, tinh bang IMCU trén miililit IMCU/ml).
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8.2 Tinh hoat dé chymosin va hoat dd pepsin bé bang miligam trén lit

Biéu thi ndng d6 hoat dong cla chymosin va pepsin bd bang miligam trén lit néu siva bot chudn duoc
st dung dé chudn bj co chit. Cac hé sé Ke, Kp, fc va fp ctia siva bot chudn sdn c6 tir nha cung cip
(Cecalait) 7)". Xac dinh ndng do nhu trong ISO 11815 si¥ dung céng thirc (3):

t
d-2
; 3)

Trong dé:

P

K

fy

t

la néng d6 cua chymosin g, hodc pepsin bd g, trong ché phdm enzym, tinh bang miligam
trén lit (mg/l);

la hé sé Kc hodc K, dugc st dung dé tinh ndng do hoat ddng chymosin va pepsin bo, tinh
b&ng miligam trén lit (mg/l);

la thei gian dong ty thu dwere véi 0,5 ml cta phan doan rira gidi dAu tién, t,, hoic thir hai, Lo,
duoc pha losng hodc dwoc 1am déc F 1an (xem 7.7 va duwdi day), tinh bang gidy (s);

1a hé s higu chinh fc hoac f,, déi vé&i thei gian ngwng tu tré, tinh bang gidy (s);
1a thé tich ctia ché pham da khir mudi dwgc st dung dé phan tich (7.6), tinh béng mililit (ml);
14 thé tich phan dich rira gidi thu dwoc (V = 50 ml), tinh béng mililit (ml);

la hé sb pha lodng hozc [am dac phan dwoc phan tich (vi dy d = 3 khi 1 ml phan mau da
dwoc pha lodang véi 2 ml dung dich dém trwée khi thte nghiém dong tu va d = 0,25 khi st
dung 2 ml thay vi st¥ dung 0,5 ml cho 25 ml si¥a trong phép thtr dong tu);

la thi gian @ng ty thu dwgc véi ché phdm enzym da pha lodng (7.5), tinh béng gidy (s):

|a thoi gian déng tu thu dwoc véi ché phdm enzym da khir mudi & cing mét 46 pha loéng
(7.5.2 hoac 7.5.3), tinh béng gidy (s).

Dbi voi sira bdt va mot enzym nhét dinh, cé dwoc hé sé fbang cach dyng dd thi thoi gian dong ty theo
1/p (xem Vi dy). Theo Céng thirc Holter's t = f + b/c, trong d6 f1a gi4 tri ngoai suy cua t dbi v&i b/c = 0.

Céc nha cung cép sira bot chuan ciing cung cép cac hé sé f.

7 Cecalait, rue de Versailes, BP.70129, 39808 POLIGNY Phap (email: secretariat@cecalait.fr) 1 vi dy vé& san phdm phi hop
ban s&n. Théng tin ndy dura ra tao thudn tién cho ngudi st dung tiéu chudn va khong 4n dinh phai sir dung chung.
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vi Dy

D4 xac dinh hing sb f d6i véi phin chymosin, chudn bi 100 ml dung dich chymosin tinh khiét ddm d3c trong dung dich dém Il
(4.12.2). Ché pham nay ¢t thé thu duoc tir mét hodc mdt vai phép tach séc ky rennet bé (phan doan riva gidi dau tién). Sau
d6, chudn bj it nhét sau dung dich pha loang khéc nhau clia ché phdm nay véi dung dich dém Il (4.12.2).

Xac dinh thdi gian déng ty cla cac dung dich pha lodng khac nhau theo phuang phap quy dinh trong ISO 11815. Cac gia tri
th&i gian déng ty cin dugc phan bd déu trong khodng tir 240 s dén 1 200 s.

Gié tri p d6i v&i dung dich pha loang thép nhét (thdi gian dong ty gin 300 s) dugc cai dit dén 1,00 va cac gia trj ddi véi cac 4o
pha losing khac dugc thiét 18p twong eng, vi dy 0,50 (1/2), 0,33 (1/3), 0,25 (1/4), v.v... Dyng dd thi t = d (1/p) va tinh hé sb
tirong quan, r. Néu r bing ho3c 1én hon 0,999, thi cé thé dé xéac dinh hiing sb £, néu r thdp hon 0999, thi chudin bj cac dung
dich pha lodng md&i va 13p lai cac phép do thi gian déng tu.

D& x4c dinh hing sé f ddi véi phan chira pepsin b, thi chudn bj 100 ml dung dich pepsin bé tinh khiét dam dic trong dung
dich dém 11l (4.12.3). Ché phdm nay c6 thé thu dugc bdng mat hodc mét vai phép téach sic ky rennet bd (phan doan rira gidi
thir hai). Sau dé, chuén bj it nhét sau dung djch pha losing khac nhau ciia ché pham nay voi dung dich dém |l (4.12.3).

Xac dinh théi gian déng ty ndm trong gi¢i han théi gian trong ty nhw dbi véi phdn chymosin va tinh 7. Néu r bing hodc hén
hon 0,999 thl ¢6 thé xac dinh duge hing sé £

8.3 Biéu thj két qua

Biéu thi két qua thir nghiém dén sb nguyén.

9 D chum
9.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Cac gia tri v& thdng s6 @6 chum thu dwoc tir cac két qua cla nghién ctru lién phong trén rennet dang
I6ng, thirc hién nm 1995 phi hep véi ISO 5725%. Két qua cla phép thir lién phong d4 dwec phan tich
théng ké theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1)*! va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)) va thang 3 ndm 2009. Céc
gia trj thu duoc nay co thé khong ap dung dugc cho cac dai ndng dd va chat nén khac véi dai ndng do
va chét nén da néu.

Két qua nghién clru dwgc néu trong Phu lyc B.

CHU THICH 1: Céc gié tri v& 6 13p lai va d6 t4i 13p thu dugc tir 39 léch chudn sp 12 cac gia trj wéc tinh ciia 48 Iéch chudn
dang clia phuong phép. Mbi gia tri da cho 49 I2p lai va d6 t4i 1ap 1 chénh léch tdi da gitra hai két qua thir nghiém dugc dy
kién trong 95 % cac trudng hop khi so sanh hai két qua. Néu c6 it hon 95 % cAc truéng hop ndm trong cAc gia tri néu trong
9.2 va 9.3, thi nén cai tién trinh ty cla phuong phap phan tich.

CHU THICH 2: Do mét s6 sv khac nhau vé 89 hda tan va mic d khong ddng Géu nhét dinh ciia bdt rennet, ma céc ty 1& phan
tram d&i v&i thong sé vé do chum, 0 13p lai va & tai 14p cé thé hoi cao hon khi phan tich bt rennet.

® 180 5725:1986 dén nay da hiy va dugc thay thé bing ISO 5725-1 (duac chap nhan thanh TCVN 6910-1) va 1ISO 5725-2
(dugc chdp nhan thanh TCVN 6910-2)
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9.2 B3 lap lai

D lach chuan I3p lai s, va hé s bién thién 1ap lai, Cy, bidu thi do bién thién clia cac két qua phan
tich doc lap thu dwoc khi sir dung cung phwong phap thl trén vét ligu thie giébng hét nhau, do ciing
mbdt ngudi phan tich stk dung cing mét thiét bi, tién hanh trong cung mdt phong thir nghiém, trong
mot khodng thai gian ngén, khdng dwoc qua 5 % cac trudng hop ddi voi rennet dang 1dng Ién hon a)
hoac b):

a) 0,7 % s, tinh theo gi4 tri tuyét déi khi bidu thj hoat @ chymosin va pepsin theo phan tram;

b) 3.6 % Cy, tinh theo gia tri trung binh ham lwgng chymosin, bidu thi bang miligam trén lit va
8.4 % Cy, tinh theo gia tri trung binh ham lwong pepsin, biéu thi bang miligam trén lit.

Néu hai phép xac dinh thu dwoc trong cac didu kién nay, thi chénh 1éch tuyét dbi, r, gitra hai két qua
dbi voi rennet dang 16ng khdng dugc veot qua 2,0 % gié tri tuyét d6i clia phén tréim hoat d§ chymosin
va pepsin.

9.3 Do tai ldp

D6 léch chudn tai lap sg, va hé s bién thién tai 1ap, Cyg bidu thi d6 bién thién clia cac két qua phan
tich ddc lap thu dwece khi s dung cung phuong phap thie trén vat lidu thir gidng hét nhau, do cac
ngudi phan tich khac nhau thue hién trong cac phong thlr nghig¢m khéac nhau, s& dung cac thiét bj khac
nhau, khéng dugc qua 5 % cac trwéng hop dbi véi rennet dang 16ng, Ién hon a) hodc b):

a) 1,2 % sw tinh theo gié tri tuyét @i khi bidu thi hoat 86 chymosin va pepsin theo phan tram;

b) 6,9 % Cyxg tinh theo gia tri trung binh ham Iugng chymosin, biéu thi bang miligam trén lit va
12,0 % Cy tinh theo gié tri trung binh ham lwgng pepsin, biéu thi bing miligam trén lit.

CHU THICH 1: Vi du, néu mét phéng thiz nghiém xac dinh dugc 80 % chymosin, thi két qua clia phdng thi nghiém khac khong
nén l&ch qua 3,3 % so v&i 80 % tinh theo gia tri tuyét dbi, nghia I két qua ndm trang khodng tr 76,7 % dén 83,3 %.

CHU THICH 2: Céc gié tri vé thong sb 6 chym c6 gia tri khi xem xét nhidu phang thir nghiém. Kinh nghiém cho thdy ring cac
phong thir nghiém da dao tao ¢6 thé thyc hign phén tich véi 46 tai lap, R, 1.9 % tinh theo gia tri tuyét ddi, khi biéu thi hoat do
chymosin theo phan tram.

Néu hai phép xac dinh thu duoc trong cac didu kién nay, thi chénh léch tuyét ddi, R, gilra hai két qua
renet dang 1dng khdng dwgc virot qua 3,3 % gia tri tuydt ddi clia hoat dd chymosin va pepsin tinh bang
phan tram.
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10 Bao cao thdr nghiém

Bao céo thir nghiém phai bao gdm cac thdng tin sau:

a) moi thdng tin can thiét & nhan biét ddy du vé méu thir (dang léng hay dang bét);
b) phwong phap 14y mAu da sl dung, néu biét;

c) phwong phéap thir 3 st dyng va vién dan tiéu chuan nay;

d) tt ca cac chi tiét thao tac khdng qui dinh trong tiéu chudn nay, cling véi cac chi tiét bat thuwéng nao
khac cé thé anh hudng téi két qua;

e) két qua thir nghiém thu dworc;

f) néu két qua cudi cling thu dwoc néu dap (rng dwoc yéu ciu vé dd I3p lai.
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Phu luc A
{Tham khao)

Phép dinh tinh bang khuéch tan mién dich kép cac enzym dong tu siva
v&i cac chat 1am déng tyu c6 ban san

A1 Yéu cdu chung

Muc dich cia phwong phap nay la @é xac dinh sy co mat ciia mét hodc mét sb enzym trong séu enzym
lam déng tu: chymosin, pepsin bd, pepsin lon, cac enzym tlr Rhizomucor (Mucor) miehei, Rhizomucor
(Mucor) pusillus va Cryphonectria (Endothia) parasitica trong rennet thuwong mai.

CHU THICH: Phuong phap néu trong Phy lyc A Ia bd sung cho phueong phap xac dinh ham lwong chymosin va pepsin bd
trong rennet bé va rennet bd. Phuong phap nay c thé ding 6é xac dinh chi khi cé6 chymosin va pepsin bo trong chét chiét
ho#ic c6 mat cac enzym dong ty sira phd bién (ngoai chymosin va pepsin bo). Trong tredng hep nay, khong ap dyng dugc
phurong phap séc ky. Khéng phai tit ca cac enzym déng tu sira déu dugc xac dinh bang phuong phap nay, nhung vige nhan
biét sy c6 mat chymosin va pepsin bd, cling v6i sy khdng cb mat clia cac chét thay thé rennet phd bién, khing dinh ring
rennet dugc phan tich co ngudn géc tir bo.

Phwong phap nay co thé ap dung cho:

a) tat ca cac enzym lam déng ty thu dwoc tir da day bo va lon; va

b) cac enzym lam dong tu hién c trén thj tredng thu dugc tlr Rhizomucor (Mucor) miehei, Rhizomucor
(Mucor) pusillus va Cryphonectria (Endothia) parasitica.

A.2 Nguyén tic

Trong méi trudng agarose, cac ché phadm khang nguyén-khang thé déc thi cho thdy sw co mét clia cac
enzym G& cap & trén trong ché pham rennet "%, Budc ddu tién 1a rot mét 16p agarose 1én phién kinh.
Khi agarose @& dong dic, khoan cac giéng trén nhé trong I6p agarose, mét sb giéng dugc do day
khang nguyén & ndng do khac nhau va cac giéng khac duwoc @b day khang huyét thanh. Ting chat doi
khang dich chuyén v& phia khac (khuéch tan mién dich kép) va xuat hién két tia thanh mét duéng khi
c4c ndng dd tvong (rng clia khang nguyén va khang huyét thanh 1a téi wu.

A.3 Thiét bi, dung cu
St dung cac thiét bi, dung cy clia phong thir nghiém théng thwdong va cu thé nhu sau:

A.3.1  Phién kinh, (10 cm x 10 ¢cm) hodc mang polyeste dwgc phu agarose, vi dy: "Gelbond" cla
c4c ché pham sinh hoc hang FMC, Rockland, Maine 04.841, USA®.

% “Gelbond" 1a vi dy vé san phadm phi hop c6 ban s8n. Théng tin ndy dua ra tao thuan tign cho viéc sir dyng tiéu chudn va
khéng én dinh phai str dyng chung.
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A.3.2 Micropipet, dung tich 4 pl va 15 pl.
A.3.3 May khoan 16, dwdng kinh 2,5 mm va 4,0 mm.
A.3.4 Khay nhya, d& nhudm va nva phién kinh.

A4 Thubdc thiy

Chi str dung thuéc thir tinh khiét phén tich va nwéc cat hodc nwdc da loai khoang hodc nwéc co chét
lwgng twong duwong.

CHU THICH: Nhirng didu néi trén hodic nhirng thdng tin cling nhir cac vi dy néu trong tidu chudn nay dua ra tao thugn tién
cho ngui siz dyng tiéu chudn va khdng 4n dinh phai sir dyng ching.

A.4.1 Agarose, Indubiose A37 (IBF), logi HSA (Litex)'” hoc loai twong dwong.

CHU THICH: Vigc chon agarose 12 khdng quan trong.

A.4.2 Natri clorua (NaCl).

A4.3 Etanol, 95 %.

A4.4 Axit axetic (bang), 100 %.

A.4.5 Khang thé dic higu don gia (Monospecific) va cac dung djch enzym déi chirng.

Céc khang huyét thanh Monospecific va cac dung dich enzym d8i chirng kém theo cac huéng dan cin
thiét d& sir dung, c6 thé thu dwgc tir INRA (FR) hodc CHR. Hansen (DK)™.

A.4.6 Xanh brillant Coomassie, thuéc nhudm R-250 hoac Blue Serva R'?,
A.5 Cach tién hanh

A.5.1 Chuén bj phién dd agarose

A.5.1.1 Natri clorua, ndng do khéi lugng 9 g/l.

Héa tan 9 g natri clorua trong 1 lit nuéc cét.

A.5.1.2 Dung djch agarose

Cho 1 g agarose (A.4.1) vao 100 ml dung dich natri clorua 0,9 % (A.5.1.1) va hoa tan trong nwéc bing
céch dé trong ndi cach thily & 100 °C. Chuén bj gel agarose mai trwée khi st dyung.

"% Indubiose A37 1a vi dy vé& san phdm phii hop c6 ban s&n. Théng tin nay dua ra tao thudn tién cho viéc st dyung tiéu chudn
va khéng 4n dinh phai s» dyng ching.

1)

INRA, du champ de Foire, 39800 Poligny, France and Chr. Hansen A/S, 1-27 Jernholmen, 2650 HVIDOVRE Denmark
(Fax +45 36 86 77 76) 1a t& chirc cung cAp san pham nay.

2 Thubc nhudm R-250 hoac Blue Serva 14 vi dy v& san phdm phi hop c6 ban sin. Théong tin ndy dwa ra tao thuan tién cho
vigc st dyng tidu chudn va khéng &n dinh phéi st dyng ching.
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A.5.1.3 Chudn bj phién db agarose

Sau khi lam sach cac phién kinh béng etanol, ding ban chai phu I1én phién kinh mét Iép agarose. Khi
st dung I&p mang agarose da khd hoan toan, @it cac phién kinh theo phuwong ndm ngang, ding pipet
cho mét I&p dung dich agarose (A.5.1.2) & 60 °C 1&n phién kinh va d& cho déng d&c. Lép nay cin cé
a6 day 1,5 mm, vi du: @di v&i phién dd c6 kich thwéc 10 cm x 10 cm, thi cin dén 15 ml dung dich
agarose. St dung mang polyeste da phu agarose, thi rét 15 ml dung dich agarose 1&n véi bé mét ¢
thé thadm nwéc va dé cho dong dac.

A.5.2 Khuéch tan
A.5.21 Chudn bj mau

M&u co thé dwoc thir nghiém ma khdng pha loang néu néng do chira khang qua 200 IMCU/mI hodc
dwoc ther nghiém véi cac d pha loang khac nhau (vi du 1/20 va 1/100) vé&i nwde. Pha lodng cac
dung dich enzym dbi chirng theo hwéng din clia nha san xuét cung cip cac khang nguyén va khang
huyét thanh.

A.5.2.2 Chuan bj cac phién do agarose

Ngay truwéc khi bdt ddu khuéch tan, khoan cac giéng hinh try nhd trong agarose slr dyng khoan 15
(A.3.3). Tty theo thé tich mdu (xem hwéng dan), cac giéng can c6 dwdng kinh 2,5 mm hoéc 4,0 mm.
Tam cla cac giéng c6 chira mau phai dwgc bd tri cach xa tam clia giéng chira cac khang thé 5 mm
(xem hinh A.1).

A.5.2.3 Dwa miu vao giéng

Tuy thude vao duwdng kinh cla giéng, st dung micropipet (A.3.2) @& Idy 4 pl hodc 15 pl méu cho vao
giéng. Cho khang huyét thanh vao giéng gitra, cho enzym dbi chirng vao giéng phia trén va dwa miu
@& phan tich hai mu pha lodng vao ba giéng con lai (xem hinh A.1). Sau d6, dé cac phién d nay trong
méi trwdng bdo hda hoi nuwéc & nhigt dd phong tr 10 h dén 15 h hoac theo sy huéng dan clia nha
cung cép khang huyét thanh va cac dung dich enzym ddi chirng.

A.5.3 Nhudm cac phién dé (tuy chon)
Nhudm cac phién dé theo khuyén cao dé két tia nhiéu va rd rang hon.
A.5.3.1 Chuén bi thuéc nhuém

Hoa tan 5 g thuéc nhudm xanh brilliant Coomassie (A.4.6) trong 1 lit dung mdi hén hop cla etanol
(A.4.3), axetic axit (A.4.4) va nudc véi cac thé tich 4,5 + 1,0 + 4,5 twong (*ng. Bun néng dung dich thu
dwoc dén 60 °C va lgc.
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Ch Bp Pp
o o o

E;0 @ CE, Eo© @ 0E Eo0 & OF
Q O [¢]

E, £ £,
Rmp Rpp Cpp
(o] o o
E,C @ CE, EO (8§ CE E,0 & OF,

o] c O

E; g E;
CHU DAN:
1 1a khang huyét thanh thd v&i chymosin 4 14 khang huyét thanh thé véi Rhizomucor miehei protease
2 1a khang huyét thanh thd véi pepsin bd 5 1a khang huyét thanh thé véi Rhizomucor pusilius protease
3 14 khang huyét thanh thé véi pepsin lgn 6 14 khang huyét thanh thd véi Cryphonectria parasitica protease
Ch 1a mAu déi chimg ciia chymosin BP 12 mdu déi chirng cla pepsin bo
Pp 12 mAu abi chimg clia pepsin lgn Rmp |a m8u di chirng clia Rhizomucor miehei protease

Rpp la mAu ddi chirng cha Rhizomucor pusillus protease Cpp 1a mau dbi chirng clia Cryphonectria parasitica protease
E, 1a mAu phan tich (mAu thir) E2 1a mAu phan tich (mAu thir)
Ej 1a mau phan tich (mau thir)

CHU THICH: E;, Ez va E; c6 thé 12 ba rennet khac nhau ho3c 13 mét rennet & ba 46 pha losing khac nhau, nghia I3 khong pha
loding, pha losing 20 14n va pha lodng 100 I14n, twong (ng.

Hinh A.1 — Vi duy vé thiét Iap phién kinh

A.5.3.2 R(ra va nhudm mau cac phién dé

M&i phién dd dwoc phi mét I6p gidy loc va vai 16p (vi du 0,5 cm) gidy mé&m hép thy tredc d6 a3 dwgc
nén nhe (vi dy: st dyng & duwéi chdng s&ch) cho tdi thidu 10 min. Bo gidy ra. Ngam phién dd nay
trong dung dich natri clorua 9 g/l (A.5.1.1) hon 1 h. L&p lai quy trinh nén trong 10 min. Rta phién b
nay trong dung dich natri clorua 9 g/l qua dém & nhiét dd phong.

Nén phién @ d& chudn bj va ngam trong nwéc cét trong 30 min. LAy ra va nén rdi Iam khd phién dd
nay trong khdng khi nong.

Céc 16 gel tréng dugc db ddy bang nudc cat dé ngan nglra gel nirt trong khi nén. Théo bd gidy loc ra
khdi gel sau mdi Ian nén. Quy trinh rira c6 thé dwoc stra ddi bang cach sir dung thai gian dai hon va
¢6 nén hodc khdng nén gel hodc rit ngdn thdi gian rira va nén gel thudng xuyén hon (xem thém
hwéng dén cla nha cung cép).

Ngam phién db da chuén bj trong thubc nhudm (A.5.3.1) trén 15 min.
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Lam méat mau phién dd trong dung méi clia etanol, axit axetic va nwdc véi cac thé tich twong (vng 4,5 +
1,0 + 4,5 dwoc s dung dé& chuan bi thuéc nhuém (A.5.3.1). Sau khi lam mét mau, phién @b cb thé
duogc riva sach trong nwéc va sy khd trong khéng khi ndng.

A.6 Dién gidi két qua

Cac duwong két tia cb thé dwoc ghi lai tryc tiép sau khi U 12 dwong két tia mau trdng duc, nhung két
tla thwéng tré nén ré hon sau khi nhudm.

Sy xuét hién dwong két tla, gitra giéng chira cac khang thé véi enzym A va giéng chira mau dé phan
tich E, cho thdy sw c6 mét clia enzym A trong mau E. Két tia nay cén tiép tyc xuét hién gitra duong
két tua ddi véi enzym @di chivng va dudng két tha déi véi mau thir nghiém (xem Hinh A.2).

D 0 T

C"

Reme  eee
2 T ~

Hinh A.2 - Vi du vé cac két qua khuéch tan kép
Gii thich két qua clia phién dé nhu sau:

- Két tua gitPa méi khang huyét thanh va mau déi chirng tvong (*ng (xem A.5.2.2) cho thdy cac ham
sb thir nghiém.

Mau E, chira chymosin (CH), pepsin bod (BpA) va Rhizomucor miehei protease (Rmp).

Méu E, chi chira Rhizomucor miehei protease (Rmp).

Khong ¢6 mau nao chira pepsin lon (PPA).

— Khéng ¢6 mau Ej trén phién kinh nay.
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A.7 D9 nhay

D nhay cia phuong phap thay ddi véi cac khang huyét thanh dwoc st dung, nhung trong rennet
chira 200 IMCU/mI ¢6 mat enzym twong (ng nhd hon 5 % tdng sé hoat @ co thé dé& dang phat hién
dwoc trong hdn hop. Néi chung, gia tri ngudng 1 % ctia tdng sé hoat dd cé thé dat duoc.
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Phuluc B
(Tham khao)

Két qua cua phép thir lién phong thi nghiém

B.1 Yéu ciuchung

Phép thi lién phong thir nghiém nay gdm c6 10 phoéng thir nghiém cla sau québc gia tham gia, thwec
hién trén cac mau rennet bo. Phép thir lién phong thi nghiém nay do A. Andrén (SE) td chirc nam
1995, cac thanh vién tham gia bao gém: C. Repelius (NL), J.-C. Collin (FR), T. Serhaug (NO), J.A. Jans
(NL), M. Rampilli (IT), M. Harboe (DK), A. van Boven (NL), M. Stolz (FR), P. Molinari (IT) va A.-K. Levin
(SE). Cac két qua thtr nghiém d4 duwoc phan tich théng ké theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1)°! va TCVN
6910-2 (ISO 5725-2).

B.2 Mau thir va két qua

Nghién cru nay dugc thye hién st dung bén mé khac nhau cla rennet bd dang long, bao triim céc ty
|& hoat d& chymosin thap, trung binh va cao; cac mlrc chymosin va pepsin twong (’ng khac nhau. Bon
mé dwoc chia thanh tam miu mu kép (1/4, 2/3, 5/7 va 6/8).

Céc két qua thiy nghiém da dwoc phén tich théng ké lai va cap nhat nam 2010 theo TCVN 6910-1 {ISO
5725-1) ¥ va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) .. Cac két qua duoc néu trong Bang B.1 dén B.3. Céac két
qua ngoai 1é (Cochran: chénh léch qua cao gitra cac 1an Iap lai; Grubbs: chénh léch qua cao gilra cac
phong thir nghiém) da duoc loai trir sau phan tich thong ké. Phép thir lién phong thlr nghiém trén cac
méu rennet cho két qua tét vé d6 1ap lai va do tai lap, dac biét 1a khi két qua duoc bidu thj bang phan
tram hoat do chymosin (xem Bang B.1).

Bang B.1 — Danh gia thong ké ty I& hoat d chymosin,
tinh bang phan tram tir 10 phong thir nghiém

|

Mau Trung | s, | Cy r Frots %o Sr Cur | R ! R.a% | Ngoailé
binh % % %
1/4 9040 | 069 | 076 | 193 | 213 | 073 | 081 205 | 227 0
2/3 5436 | 069 | 128 194 | 357 | 134 | 246 | 375 | 689 0
5/7 2033 | 0,28 140 | 0,79 3,91 116 | 569 | 324 | 1592 | 1Corchan
6/8 72,55 ; 0,94 1,29 2,62 3,61 1,41 194 | 394 5,43 1 Grubbs
i Trung

3,24 7,63 -

h - 0,65 1,18 1,82 3.31 1,16 2,72
binh _ i
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Bang B.2 - Danh gia théng ké ham lweng chymosin, tinh bing miligam trén lit,
thu dwgrc tir 10 phong thir nghiém

Trung

Miu t:r: nh S Ez’ r Tron % Sr c;é'" R Ru% N?;ai
g
14 | 599,00 | 2411 | 402 | 6750 | 1127 | 4093 | 683 | 11459 | 1913 0
23 | 456,15 | 1273 | 279 | 3564 | 7,81 | 2947 | 646 | 8251 | 18,09 0
§7 | 21694 | 768 | 354 | 2150 | 991 | 1692 | 7.80 | 47.36 | 21,83 |1 Corchan
68 | 51378 | 2147 | 418 | 6010 | 11,70 | 3260 | 635 | 9129 | 1777 |1 Grubbs
Tumg |- | 1650 | 363 | 4619 | 1017 | 2098 | 686 | 8394 | 1920 | -
Béang B.3 - Danh gi4 théng ké ham lwgng pepsin, tinh bang miligam trén lit,
thu dwegre tir 10 phong thir nghiém
Méu hm’;‘; s i r | re% | se i R | Ru% |Ngoailé
14 | 19365 | 16,22 | 838 | 4543 | 2346 | 1940 | 10,02 | 54,33 | 2806 0
23 (116990 | 4398 | 3,76 | 123,15 | 1053 | 107.72 | 9,21 | 30163 | 2578 0
57 266590 | 366,60 | 13,75 |102647| 3850 | 46892 | 17,59 |131298| 49,25 0
6/8 | 612,35 | 4753 | 776 | 13309 | 21,73 | 6849 | 11,18 | 191,77 | 31,32 0
Tung |~ | 11858 | 841 | 33203 | 2356 | 166,13 | 12,00 | 46518 | 3360 | -
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